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1 Einleitung 
1.1 Purinerge Signaltransduktion 
Der Begriff der purinergen Signaltransduktion wurde in den 70er Jahren geprägt, als man erkannte, dass 
bestimmte Nerven Adenosintriphosphat (ATP) als Neurotransmitter freisetzen und dass dieses in 
verschiedenen Organsystemen messbare Effekte hervorruft, z.B. in glatter und quergestreifter Muskulatur 
(BURNSTOCK 1972). Nachfolgende Studien zeigten, dass neben ATP auch weitere Purinnukleotide 
und -nukleoside in der Lage sind, auf entsprechende Rezeptoren zu wirken. Als sich herausstellte, dass ATP 
und Adenosindiphosphat (ADP) eine Kontraktion der glatten Muskulatur der Harnblase auslösen, während 
Adenosin zu deren Entspannung führt, lag die Vermutung nahe, dass es mehr als einen purinergen Rezeptor 
gibt (BURNSTOCK 1976). In den ersten wissenschaftlichen Publikationen zum Thema wurde die Wirkung von 
Purinen, deren Nukleosiden und Nukleotiden beschrieben, sowie deren durchaus unterschiedliche 
Regulierbarkeit durch Modulatoren (BURNSTOCK 1980, BURNSTOCK und KENNEDY 1985). Das Konzept der 
purinergen Signaltransduktion und ihrer Rezeptoren nahm Gestalt an. 
Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der vorliegenden Dissertation sind 19 purinerge Rezeptoren bekannt, von 
denen vier G-Protein-gekoppelte Adenosinrezeptoren die P1-Rezeptorfamilie ausmachen, während die 
übrigen Vertreter durch Nukleotide aktiviert werden und zu den P2-Rezeptoren zählen. Die Gruppe der P2-
Rezeptoren ist sehr heterogen und schließt sowohl die ionotropen P2X-Rezeptoren als auch die metabotopen 
P2Y-Rezeptoren ein. Der heute als P2X7 bezeichnete Rezeptor wurde zunächst als zytolytischer P2Z-Rezeptor 
klassifiziert, weil er sich aufgrund seiner Permeabilität für hydrophile Moleküle mit einer Größe von bis zu 
900 Da deutlich von anderen P2X-Rezeptoren unterschied (SURPRENANT et al. 1996). Erst als die Klonierung 
des Rezeptors und seine rekombinante Expression in Zelllinien gelang, konnte nachgewiesen werden, dass 
er ebenso für Na+, Ca2+ und K+ permeabel ist wie andere P2X-Rezeptoren (SURPRENANT et al. 1996). P2Z-
Rezeptoren werden daher heute nicht mehr als Untergruppe der P2-Rezeptoren geführt. P2-Rezeptoren 
können durch Purin- und Pyrimidinverbindungen, hauptsächlich durch ATP, ADP, Uridintriphosphat und 
Uridindiphosphat aktiviert werden und werden in nahezu allen Geweben des Organismus exprimiert 
(BURNSTOCK 2013, CHEN et al. 2014). Eine Übersicht zur Einteilung purinerger Rezeptoren gibt Abbildung 1. 
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Abbildung 1. – Purinerge Rezeptoren. Abbildung nach BURNSTOCK (2009). 
 
 
1.2 P2X-Rezeptoren 
P2X-Rezeptoren sind ligandengesteuerte Kationenkanäle, die durch extrazelluläres ATP aktiviert werden und 
zudem weitere strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten aufweisen, die die Gruppierung rechtfertigen. 
Sieben Gene codieren für die Untereinheiten der P2X-Rezeptoren und jeweils drei Untereinheiten bilden 
einen trimeren P2X-Rezeptor (NICKE 2008, NORTH 2002). Da es sieben verschiedene Untereinheiten gibt, 
können diese zu sieben homomeren Rezeptoren assemblieren, die in Abbildung 1 als P2X1 bis P2X7 
aufgeführt sind. Tatsächlich gibt es jedoch auch heteromere P2X-Rezeptoren, z.B. jene, bei denen der 
Ionenkanal durch eine P2X2- und zwei P2X3-Untereinheiten gebildet wird. Die meisten P2X-Untereinheiten 
sind in der Lage, heteromere Rezeptoren zu bilden. Für P2X7 konnte dies bisher jedoch nicht bestätigt werden 
(NORTH 2002). Zwar wurde eine wissenschaftliche Arbeit veröffentlicht, der zufolge P2X4- und P2X7-
Untereinheiten einen funktionellen, heteromeren Rezeptor bilden können (GUO et al. 2007), diese 
Ergebnisse wurde jedoch bald darauf widerlegt (NICKE 2008). 
Jede Untereinheit besteht aus einem intrazellulären NH2-Terminus, zwei Plasmamembran-durchspannenden 
Helices, die über einen extrazellulären Loop verbunden sind, und einem intrazellulär gelegenen C-Terminus. 
Den Großteil des Rezeptors macht der extrazelluläre Loop aus, in dem jeweils zwischen zwei Untereinheiten 
auch die ATP-Bindestellen liegen (HATTORI und GOUAUX 2012). Die drei Untereinheiten sind zirkulär 
angeordnet und umgeben einen zentralen Ionenkanal, der in Abwesenheit eines Aktivators allerdings nicht 
passierbar ist (Abbildung 2A, 2C). Nach Rezeptoraktivierung kommt es zu Konformationsänderungen, 
während der sich die Untereinheiten vor allem im Bereich der Transmembransegmente so gegeneinander 
verschieben, dass sich der Ionenkanal öffnet und Na+, Ca2+ bzw. K+ permeieren können (Abbildung 2B, 2D; 
KAWATE et al. 2009).  
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Abbildung 2. – Schematische Darstellung eines P2X-Rezeptors. Die drei Untereinheiten sind in verschiedenen 
Farben abgebildet. „In“ und „Out“ bezeichnen den Intra- und Extrazellulärraum. A: Position des 
geschlossenen Rezeptors in der Zellmembran. B: Nach ATP-Bindung geöffneter Rezeptor. Agonist ATP 
extrazellulär gebunden (Pfeile). C: Aufsicht auf den Rezeptor in geschlossener Konformation. D: Aufsicht auf 
den Rezeptor in geöffneter Konformation. Besetzte ATP-Bindestellen jeweils zwischen zwei Untereinheiten 
erkennbar (Pfeile). Abbildung nach (HATTORI und GOUAUX 2012). 
 
1.3 Pharmakologie des P2X7-Rezeptors 
Der P2X7-Rezeptor entspricht in all seinen Eigenschaften dem zuvor beschriebenen, typischen P2X-Rezeptor, 
weist aber darüber hinaus eine Reihe von Merkmalen auf, die ihn zu einem besonderen Vertreter dieser 
Familie machen. P2X7 ist ein homotrimerer Rezeptor, dessen Untereinheiten beim Menschen, bei der Maus 
und bei der Ratte jeweils aus 595 Aminosäuren bestehen. Die DNA-Sequenzen der P2X7-Rezeptoren von 
Maus (mP2X7) und Ratte (rP2X7) weisen eine Sequenzidentität von etwa 80% mit der des Menschen auf. 
Sowohl phylogenetisch als auch bezüglich der Lage auf den Chromosomen ist der P2X4-Rezeptor der nächste 
Verwandte von P2X7, und es wird vermutet, dass sie durch Genduplikation entstanden sind (NORTH 2002). 
Nach NORTH (2002) beträgt die Sequenzidentität zwischen den P2X4- und P2X7-Rezeptoren von Mensch und 
Ratte allerdings nur mehr 49 bzw. 50%. Von den 595 Aminosäuren, die P2X7 ausmachen, entfallen 25 auf 
den intrazellulären NH2-Terminus, 21 auf jede der beiden Transmembrandomänen, 288 auf den 
extrazellulären Loop und 240 auf den ebenfalls intrazellulären C-Terminus (GORODESKI 2009). Vergleicht 
man diese Angaben mit denen zu anderen P2X-Rezeptoren, fällt besonders der sehr lange C-Terminus auf. 
Inzwischen ist bekannt, dass dieser C-Terminus die posttranslationale Modifikation der Untereinheiten, die 
Oligomerisierung zum trimeren Rezeptor, dessen Transport zur Zellmembran und die Kanalaktivität 
beeinflusst (WICKERT et al. 2013). 
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Der (patho-)physiologische Agonist des P2X7-Rezeptors ist ATP, das jedoch nur mit geringer Affinität bindet, 
sodass eine vergleichsweise hohe Konzentration des Agonisten erforderlich ist, um den Ionenkanal zu öffnen 
(EC50 = 100 μM; JARVIS und KHAKH 2009). Experimentell entsteht daraus ein Nachteil, denn ATP aktiviert 
auch die übrigen P2X-Rezeptoren, die nicht selten in demselben Zelltyp exprimiert werden. Da die Affinität 
für ATP an den anderen P2X-Rezeptoren ein bis drei Größenordnungen höher ist als an P2X7, wird zur 
Stimulation von P2X7 häufig 2',3'-O-(4-Benzoyl-benzoyl)-adenosintriphosphat (BzATP) verwendet. BzATP ist 
ein Derivat des ATP, das nach JARVIS und KHAKH (2009) zumindest mit einer höheren Potenz (EC50 = 20 μM) 
agiert, wenngleich es auch nicht selektiv an P2X7 bindet. Unabhängig davon, welcher Agonist verwendet 
wird, ist eine P2X7-Aktivierung am Öffnungsverhalten des Ionenkanals, dessen charakteristischem zeitlichen 
Verlauf, und seiner Modulierbarkeit „von außen“ erkennbar: Die Bindung eines Agonisten führt zu einer 
anhaltenden Öffnung des Kationenkanals, denn P2X7 desensitisiert nach Aktivierung praktisch nicht. 
Grundsätzlich ist der Ionenkanal dabei für verschiedene Kationen permeabel, z.B. für Na+, Ca2+ und K+, aber 
auch für N-methyl-D-Glucamin, den Fluoreszenzfarbstoff YO-PRO-1 und weitere Kationen einer Größe von 
bis zu 900 Da. Es sei erwähnt, dass für P2X7 eine relative Permeabilität pCa2+:pNa+ von 0,7 bis 5,6 zu 1 und ein 
prozentualer Ca2+-Anteil am Gesamtionenstrom zwischen 3 und 14% gemessen wurde (LIANG et al. 2015). 
Hierbei ist jedoch zu beachten, dass relative Permeabilitäten abhängig sind von der untersuchten Spezies, 
der vorliegenden Spleißvariante und begleitenden Faktoren wie intra- und extrazellulärer 
Ionenkonzentration. Wie nachstehend erläutert, ist die Permeabilität des P2X7-Rezeptors beispielsweise in 
Gegenwart hoher Konzentrationen bivalenter Kationen vermindert und es ist zu erwarten, dass sich unter 
derartigen Bedingungen auch die Zusammensetzung des Gesamtionenstroms ändert. 
Positive Modulatoren von P2X7 sind aus der pharmakologischen Forschung bekannt. Allerdings konnte nur 
wenigen Substanzen eine EC50 im niedrigen mikromolaren Bereich nachgewiesen werden, z.B. Clemastin 
(NÖRENBERG et al. 2011). Das Antihistaminikum bewirkt eine Sensitisierung von P2X7 gegenüber geringeren 
ATP-Konzentrationen und erleichtert so die Öffnung des Ionenkanals. Ivermectin dagegen potenziert nur die 
P2X7-vermittelten Ionenströme, sensitisiert den Rezeptor nicht und bewirkt damit keine Linksverschiebung 
der Konzentrations-Wirkungskurve von ATP (NÖRENBERG et al. 2012). 
Die Kanalaktivität von P2X7 wird durch divalente Kationen wie Ca2+ und Mg2+ verringert, deren IC50 nach 
VIRGINIO et al. (1997) bei 2,9 bzw. 0,5 mM liegt, wobei die genannten Werte an HEK-Zellen erhoben wurden, 
die den P2X7-Rezeptor der Ratte stabil exprimierten. Als mögliche Erklärung für die Hemmung durch 
divalente Kationen wurde die Bildung von Komplexverbindungen wie CaATP2- und MgATP2- vorgeschlagen, 
die nicht als Agonisten an P2X7 wirken können. Der Anteil von ATP4- an der Gesamt-ATP-Konzentration ginge 
gleichzeitig zurück, eine Rezeptoraktivierung würde unwahrscheinlicher (VOLONTÉ et al. 2012). Allerdings 
bedarf die Bestätigung dieser Hypothese weiterer Untersuchungen. In der zuvor bereits zitierten Studie an 
HEK-Zellen wurde weiterhin festgestellt, dass Zn2+, Cu2+ und H+ mit IC50–Werten von 11, 0,5 und 0,4 μM 
ebenso als allosterische Inhibitoren von P2X7 wirken (VIRGINIO et al. 1997). An anderen P2X-Rezeptoren wie 
P2X4 beeinflusst Zink die Rezeptoraktivität dagegen positiv und im Fall von P2X2 kann ein niedriger pH-Wert 
die Antwort des Rezeptors verstärken (JARVIS und KHAKH 2009). Darüber hinaus sind physiologische 
Antagonisten nach meinem Wissen bisher nicht bekannt. Der Farbstoff Brilliant Blue G (BBG) hemmt vor 
allem den P2X7-Rezeptor der Ratte, zeigte jedoch eine wesentlich geringere Potenz am humanen P2X7 
(hP2X7): In stabil transfizierten Astrozytomzellen lag seine IC50 zur Hemmung des hP2X7-vermittelten Ca2+-
Einstroms bei > 100 nM (DONNELLY-ROBERTS et. al 2009). Ähnliche Ergebnisse wurden zuvor schon in 
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elektrophysiologischen Untersuchungen an HEK-Zellen erzielt, die den humanen Rezeptor ebenfalls stabil 
exprimierten. Hier wurde für BBG zur Reduktion der induzierten Ganzzellströme eine IC50 von 265 nM 
ermittelt, während sich im gleichen Ansatz für rP2X7 eine IC50 von nur 10 nM ergab (JIANG et al. 2000). BBG 
zeichnet sich durch seine niedrige Toxizität aus (PENG et al. 2009). Zudem stehen hochselektive P2X7-
Antagonisten wie A740003, A438079 und AZ10606120 zur Verfügung, deren IC50-Werte im unteren 
nanomolaren Bereich liegen (CARROLL et al. 2009). 
Die Suche nach P2X7-Modulatoren ist längst nicht abgeschlossen und zielt nicht nur darauf ab, Substanzen 
zu identifizieren, die in der Forschung und möglicherweise auch in der Klinik zu Anwendung kommen 
könnten. Auch die Frage nach physiologischen Modulatoren außer ATP wartet darauf, beantwortet zu 
werden. 
1.4 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung des P2X7-Rezeptors 
P2X7-Rezeptoren sind auf Monozyten, Makrophagen, Osteoklasten und weiteren Zellen hämatopoetischen 
Ursprungs sowie im zentralen Nervensystem (ZNS) auf Mikroglia, Astrozyten, Oligodendrozyten und 
Neuronen zu finden (SPERLAGH und ILLES 2014). Ob eine P2X7-Aktivierung auf diesen Zellen unter 
physiologischen Bedingungen erfolgen kann, ist bislang nicht bekannt. Die Tatsache, dass die ATP-
Konzentration im Extrazellulärraum gesunden Gewebes weit unter der Konzentration liegt, die für eine P2X7-
Aktivierung notwendig ist, spricht dagegen (TRABANELLI et al. 2012): So wurde im Gehirn von Ratten eine 
basale ATP-Konzentration von < 1 nM gemessen (FRANKE et al. 2006). Allein im synaptischen Spalt wären 
nach Freisetzung von ATP als Cotransmitter lokal höhere Konzentrationen auch physiologisch erreichbar, 
Schätzungen zufolge bis zu 500 µM (PANKRATOV et al. 2006). Prä- oder postsynaptisch exprimierte P2X7-
Rezeptoren könnten dann aktiviert werden. Während also die extrazelluläre ATP-Konzentration unter 
physiologischen Bedingungen unterkritisch bleibt, steigt sie im Rahmen einer Entzündung, nach Traumata, 
sonstiger Zellschädigung und Nekrose jedoch sehr schnell auf mikro- bis millimolare Konzentrationen an. ATP 
fungiert dabei als Alarmsignal, wird aus den geschädigten Zellen frei und erreicht Konzentrationen, die eine 
Aktivierung von P2X7 ermöglichen und eine Öffnung des Ionenkanals triggern (SKAPER et al. 2010). Dies hat 
gewebeabhängig unterschiedliche Folgen: So kann die Reifung und Freisetzung proinflammatorischer 
Zytokine wie Interleukin (IL)-1β, IL-6 und IL-18 angeregt werden, aber ebenso die Sekretion von 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) (SHIEH et al. 2014). P2X7 kann auch trophische Effekte vermitteln, fördert 
beispielsweise die mitochondriale Aktivität und Energiebereitstellung sowie die Proliferation von 
Lymphozyten, Mikroglia und Tumorzellen (DI VIRGILIO et al. 2009). Eine längere Exposition gegenüber hohen 
ATP-Konzentrationen kann dagegen zu zytotoxischen Effekten führen (LUO et al. 2013). 
Eine Schädigung der Zellmembranen mit nachfolgender Freisetzung von ATP ist bei einer Vielzahl von 
pathologischen Zuständen gegeben. Im ZNS können beispielsweise Hirninfarkt, Epilepsie, Traumata, Morbus 
Alzheimer und Morbus Parkinson zu Zelluntergang führen und eine Aktivierung von P2X7 auslösen 
(SPERLAGH und ILLES 2014). Für Mikroglia ist bekannt, dass eine Zellaktivierung über P2X7 nicht nur zur 
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine führt, sondern auch die Zellproliferation anregt und eine 
Überexpression des Rezeptors bewirkt (MONIF et al. 2010). Ähnliche Effekte wurden im peripheren 
Nervensystem an Schwann-Zellen beobachtet (SONG et al. 2015). Obwohl dieser sich selbst verstärkende 
Kreislauf aus Rezeptoraktivierung, Zytokinfreisetzung, Mikrogliaaktivierung, -proliferation und 
Überexpression offensichtlich zu Neuroinflammation und Neurodegeneration beiträgt, werden durch P2X7-
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Aktivierung auch neuroprotektive Effekte bewirkt. Sowohl in Hippocampuskulturen als auch in einem in vivo-
Epilepsiemodell konnte gezeigt werden, dass die durch P2X7 vermittelte Freisetzung von TNF-α 
Neuronenschäden zu mindern vermag (KIM et al. 2011, MASUCH et al. 2015). Während eine Aktivierung von 
P2X7 den Untergang von Oligodendrozyten nach Ischämie bedeutet (DOMERCQ et al. 2010), trägt die P2X7-
vermittelte, beschleunigte Proliferation von Schwann-Zellen nach Verletzung peripherer Nerven zur 
Ausbildung von Büngner-Bändern bei, die als Leitschienen für aussprossende Axone dienen und damit die 
Reinnervation ermöglichen (SONG et al. 2015). 
Bislang konnte noch nicht abschließend geklärt werden, welche Faktoren den Ausschlag dafür geben, ob eine 
P2X7-Aktivierung die Zellproliferation fördert oder den Zelltod einleitet, ob heilungsfördernde oder 
nachteilige Prozesse angeregt werden. Untersuchungen an murinen Mikroglia zeigten, dass die Induktion 
einer Überexpression des P2X7-Rezeptors genügt, um die Proliferation der Mikroglia anzuregen. In 
Experimenten mit der Punktmutante P2X7-G345Y fielen die trophischen Wirkungen deutlich geringer aus 
(MONIF et al. 2009). Es wurde spekuliert, dass die in der zweiten Transmembrandomäne gelegene Mutation 
mit einer veränderten Permeabilität des Ionenkanals einhergeht, aber wie sich diese im Detail gestaltet, blieb 
offen (MONIF et al. 2009). Es wurde auch vorgeschlagen, dass ein moderater Anstieg der intrazellulären 
Calciumkonzentration das mitochondriale Membranpotential beeinflusst und damit die Effizienz der 
Atmungskette steigert, während ein ungebremster Calciumeinstrom durch den geöffneten P2X7-Rezeptor 
zur Zelllyse führt (DI VIRGILIO et al. 2009). Da sowohl Makrophagen als auch Mikroglia zu schädigenden M1-
Zellen und protektiven M2-Zellen differenzieren können, ist es sehr wahrscheinlich, dass einer P2X7-
Aktivierung nachfolgende Signalkaskaden vom Phänotyp der Zelle abhängen, die den Rezeptor exprimiert 
(ZANIN et al. 2012). Weitere Studien sind notwendig, um das komplexe Netzwerk, in das P2X7 eingebunden 
ist und von dessen Zustand die Auswirkungen einer Rezeptoraktivierung abhängen, zu verstehen. 
P2X7 spielt auch bei vielen Erkrankungen, die nicht das Nervensystem betreffen, eine Rolle. Tatsächlich ist 
die Therapie rheumatoider Arthritis mit P2X7-Antagonisten auch einer der wenigen Anwendungsbereiche, in 
dem bereits klinische Studien mit P2X7-Inhibitoren durchgeführt wurden. Die P2X7-vermittelte Freisetzung 
von proinflammatorischen Mediatoren wie IL-1β und TNF-α in die Synovia ist in der Pathogenese der 
rheumatoiden Arthritis ebenso von großer Bedeutung wie die Sekretion von Matrixmetalloproteinasen und 
Cathepsinen durch Makrophagen (BAROJA-MAZO und PELEGRÍN 2012). Somit wäre von einem P2X7-
Antagonisten sogar eine umfassendere Wirkung zu erhoffen als von einem Arzneimittel, das auf der Stufe 
der proinflammatorischen Zytokine ansetzt. Die Ergebnisse von Vorstudien in klinischen Studien konnten 
aber bisher nicht reproduziert werden und die getesteten Pharmaka wurden nicht weiterentwickelt (ALI et 
al. 2013, KEYSTONE et al. 2012, STOCK et al. 2012). 
Die Aktivierung von P2X7 auf Makrophagen führt nicht nur zu einer Entzündungsreaktion, sie kann auch die 
Apoptose der Makrophagen selbst zur Folge haben. Diese Tatsache ist von besonderem Interesse, wenn 
Makrophagen mit intrazellulären Pathogenen infiziert sind, zum Beispiel mit Mykobakterien. Diese befinden 
sich im Phagosom und es bedarf der Bildung eines Phagolysosoms, damit sie abgetötet werden können. Die 
Bildung des Phagolysosoms wird durch die Aktivierung von P2X7, die konsekutive Erhöhung des 
intrazellulären Calciumspiegels und die Aktivierung der Phospholipase D möglich (SAUNDERS et al. 2003). 
P2X7 vermittelt die Abtötung von Mykobakterien nicht nur in humanen, sondern auch in bovinen 
Makrophagen (SMITH et al. 2001). Die Infektion mit den intrazellulären Pathogenen zieht eine erhöhte P2X7-
Expression nach sich. Nekrotische Zellen im Zentrum des Granuloms liefern genügend ATP, um den Rezeptor 
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zu aktivieren und den Tod der Bakterien und die Apoptose der Wirtszelle einzuleiten (SMITH et al. 2001). 
Dieser P2X7-vermittelte Effekt konnte im Mausmodell nachgewiesen werden (SANTOS et al. 2013). Die 
Bedeutung dieser Form der Infektionskontrolle wird deutlich, wenn man P2X7-Polymorphismen betrachtet, 
die mit einer Funktionsveränderung einhergehen. So konnte gezeigt werden, dass eine P2X7-Aktivierung in 
infizierten humanen Makrophagen zu einer erheblichen Reduktion der Mykobakterienpopulation führt, 
während dieser Effekt bei Mutation mit Funktionsverlust vollständig ausbleibt (SAUNDERS et al. 2003). 
Neben dem Polymorphismus, der den entsprechenden Träger anfälliger für Tuberkulose macht, existieren 
noch weitere P2X7-Isoformen. Die Reaktion auf Mykobakterien und Toxoplasmen sowie die Freisetzung von 
Zytokinen wird von einer Vielzahl an Single Nucleotide-Polymorphismen und Splice-Varianten beeinflusst, die 
zu einem Funktionsgewinn oder –verlust führen können. Es gibt Hinweise darauf, dass P2X7-Polymorphismen 
mit chronischer lymphatischer Leukämie und psychischen Erkrankungen im Zusammenhang stehen. Die 
Beweislage ist hierfür allerdings weniger klar als für die Tuberkulose (SLUYTER und STOKES 2011). 
1.5 Gegenstand dieser Arbeit 
Obwohl die Zahl der Veröffentlichungen zur Beteiligung von P2X7 an pathophysiologischen Vorgängen stetig 
zunimmt, stehen bis heute kaum selektive Modulatoren dieses Rezeptors zur Verfügung, die aufgrund ihrer 
pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften auch therapeutisch anwendbar wären. Die 
oben genannten, selektiven Antagonisten werden hauptsächlich in der Zellkultur eingesetzt. Zu möglichen 
Wirkungen in vivo liegen nur vereinzelte Studien vor (DA SILVA et al. 2013, MCGARAUGHTY et al. 2007). P2X7-
selektive Agonisten wurden bisher nicht beschrieben. Erstes Ziel der hier vorgestellten Arbeit war es daher, 
neue P2X7-Modulatoren zu identifizieren. Dazu wurde eine Substanzbibliothek genutzt, die zugelassene 
Arznei- und Naturstoffe enthält (Spectrum Collection; MicroSource Discovery Systems, Gaylordsville, CT, 
USA) und mit der die Wirkung von Einzelstoffen auf den ATP-induzierten Ca2+-Einstrom durch P2X7 
untersucht werden konnte. Zunächst wurden die Substanzen in einer finalen Konzentration von 20 µM 
eingesetzt, bevor in einem weiteren Arbeitsschritt Konzentrations-Wirkungs-Kurven für die Modulatoren 
erstellt wurden, die zuvor eine Wirkung gezeigt hatten und die weder zytotoxisch noch unselektiv waren. 
Tanshinon II A-Sulfonat (TIIAS) stellte sich dabei als potenter, potentiell selektiver hP2X7-Antagonist heraus. 
TIIAS ist ein halbsynthetisches Derivat von Tanshinon II A (TIIA), einem in der Wurzel des in Ostasien 
beheimateten Rotwurzel-Salbeis (Salvia miltiorrhiza) enthaltenen Wirkstoff, der seit Langem in der 
traditionellen chinesischen Medizin zur Behandlung kardiovaskulärer Erkrankungen angewandt wird. TIIA 
wird dabei in Form einer pflanzlichen Zubereitung eingesetzt, die mehrere Wirkstoffe enthält, deren genaue 
Konzentrationen allerdings meist unbekannt ist. Erst in jüngerer Zeit wurden auch wissenschaftlich 
verwertbare Studien zur Wirkung von Inhaltsstoffen des Rotwurzel-Salbeis durchgeführt. TIIA wurde in 
derartigen Studien nicht selten durch TIIAS ersetzt, weil dieses pharmakokinetische Vorteile wie eine 
verbesserte Löslichkeit aufwies (ZHANG et al. 2012). In einigen Arbeiten wurden sowohl für TIIAS als auch für 
TIIA Wirkungen aufgezeigt, die eine Hemmung von P2X7 als molekularen Mechanismus vermuten ließen: So 
wurde beschrieben, dass TIIA die Freisetzung von IL-1β, IL-6 und TNF-α aus RAW 264.7 Zellen, einer murinen 
Makrophagenzelllinie, hemmt (JANG et al. 2003). Diese Ergebnisse wurden in vivo bestätigt und es konnte 
gezeigt werden, dass TIIA entzündungsbedingten Schmerz hemmt (SUN et al. 2012). In Ratten konnte 
neuropathischer Schmerz auch durch Gabe von TIIAS gelindert werden (TANG et al. 2015). Des Weiteren 
wurde darauf hingewiesen, dass TIIA unter Umständen zur Therapie der rheumatoiden Arthritis verwendet 
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werden könnte (JIE et al. 2014). Unsere weiteren Untersuchungen hatten daher das Ziel, zu klären, ob TIIA 
und TIIAS die zuvor genannten Wirkungen über eine Hemmung von P2X7 erreichten. Ließe sich diese 
Hypothese bestätigen, könnte den zuvor genannten Resultaten nicht nur ein molekularer Mechanismus 
zugeordnet werden, sondern man hätte in TIIAS auch einen P2X7-Modulator, der in vivo eingesetzt werden 
könnte. Ein solches Tool wurde für den zweiten Teil der Arbeit benötigt, in dem der Einfluss von P2X7 auf die 
pathophysiologischen Vorgänge nach Hirninfarkt aufgeklärt werden sollte. 
Eine der Hauptursachen für die mit dem Hirninfarkt einhergehende Mortalität ist die Entwicklung eines 
Hirnödems, das zu einem lebensbedrohlichen Anstieg des intrakraniellen Druckes führt. Ursache dafür ist 
zunächst ein Zusammenbruch der zellulären Energieversorgung und eine Störung der Wasserhomöostase 
aufgrund von Ionenverschiebungen. Der Glia, in erster Linie den Astrozyten, kommt die Aufgabe zu, diese 
Imbalanzen auszugleichen, bevor es zu einer weiteren irreversiblen Schädigung des Gehirns kommt (FUKUDA 
und BADAUT 2012). Die Mikroglia ist in diesen Prozess involviert, da sie direkten Einfluss auf den 
Aktivierungszustand der Astrozyten nimmt (ITO et al. 2006). Nach Hirninfarkt kommt es zu einer 
Gliazellaktivierung und einer verstärkten P2X7 Expression in beiden Zellarten (FRANKE et al. 2004), sodass 
ein pharmakologisches Eingreifen in den Prozess der Ödembildung über eine P2X7-Modulierung denkbar 
wäre. Genau dies wurde in einem etablierten in vivo-Modell für zerebrale Ischämie getestet, das es erlaubte, 
die Ödembildung bei erhaltener und unterdrückter Rezeptoraktivität zu beobachten. 
Leider zeigten die Voruntersuchungen eine Speziesselektivität der antagonistischen Wirkung von TIIAS an 
P2X7, sodass bei gegebenen pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften der Substanz 
eine Anreicherung im ZNS von Maus oder Ratte auf wirksame Konzentrationen nicht möglich war. Dieser 
Umstand schloss zwar eine Anwendbarkeit beim Menschen nicht zwangsläufig aus, machte es aber 
notwendig, den geplanten Versuchsablauf zu verändern. Für eine Beurteilung der Ödembildung in 
Abhängigkeit von der Rezeptoraktivität wurde anstelle der pharmakologischen Hemmung von P2X7 ein 
Mausstamm gewählt, der nach genetischer Manipulation keine P2X7-Expression mehr zeigte. Diese P2X7-
Knockout-Mäuse (P2X7-/-) wurden ebenso wie die positive Kontrollgruppe einer Operation zum Verschluss 
der mittleren Zerebralarterie (MCAO) unterzogen, was die Bildung eines Hirninfarktes zur Folge hatte. Eine 
Reperfusion konnte durch Entfernen des in der Arterie liegenden Filaments erzielt werden. Im Anschluss 
wurden über mehrere Tage verschiedene Parameter erhoben, die eine klinische Beurteilung der Tiere sowie 
eine Einschätzung der zellulären Reaktionen zuließen, so beispielsweise die gezeigten neurologischen 
Defizite, die Größe des Infarkts, die Ausmaße des Hirnödems und den Aktivierungszustand der Gliazellen. Die 
hier präsentierten Ergebnisse beweisen, dass P2X7 bei der Entstehung des Hirnödems nach Hirninfarkt eine 
Rolle spielt, weisen jedoch auch deutlich darauf hin, dass ein therapeutisches Eingreifen in diesen Prozess in 
recht kurzen Zeitfenstern erfolgen muss.  
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2 Veröffentlichungen 
2.1 Erste Publikation 
2.1.1 Tanshinone II A sulfonate, but not tanshinone II A, acts as potent negative allosteric 
modulator of the human purinergic receptor P2X7 
Kaiser M, Sobottka H, Fischer W, Schaefer M, Nörenberg W 
Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 2014;350(3):531-42. 
doi: 10.1124/jpet.114.214569 
 
Die Studie wurde von Wolfang Fischer, Michael Schaefer und Wolfang Nörenberg konzipiert. Ich war sowohl 
für die Kultur der Zelllinien als auch für die Isolierung der humanen Makrophagen verantwortlich, wobei 
Helga Sobottka technische Unterstützung leistete. Ich habe die fluorometrischen Messungen des 
Calciumeinstroms, die Messungen zum YO-PRO-1 Uptake, zur Zytotoxizität und antioxidativen Kapazität von 
TIIAS und TIIA sowie den IL-1β-ELISA durchgeführt. Diese Experimente wurden von mir auch ausgewertet, 
die Resultate graphisch dargestellt und beschrieben. Wolfgang Nörenberg hat die elektrophysiologischen 
Studien realisiert, ausgewertet, die zugehörigen Abbildungen für die Veröffentlichung erstellt und die 
entsprechenden Abschnitte des Manuskripts geschrieben. Ich habe gemeinsam mit Michael Schaefer den zu 
veröffentlichenden Artikel fertiggestellt. 
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2.1.2 Ergänzende Materialien zur ersten Publikation 
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2.2 Zweite Publikation 
2.2.1 Lack of functional P2X7 receptor aggravates brain edema development after middle 
cerebral artery 
Kaiser M, Penk A, Franke H, Krügel U, Nörenberg W, Huster D, Schaefer M 
Purinergic Signalling 2016;12(3):453-63. 
doi: 10.1007/s11302-016-9511-x 
 
Erratum in: 
Purinergic Signal. 2016;12(4):735-6. 
doi: 10.1007/s11302-016-9523-6 
 
Ich habe diese Studie selbst konzipiert, den Antrag auf Genehmigung des Versuchsvorhabens gestellt, die 
Tiere operiert und zur Ermittlung des neurologischen Scores untersucht. In Bezug auf die rechtlichen Aspekte 
der Studie und ihre technische Umsetzung wurde ich von Ute Krügel angeleitet. Die Untersuchungen im NMR-
Spektrometer fanden unter der Leitung von Anja Penk und Daniel Huster statt, während ich zugearbeitet 
habe. Ich habe die transkardiale Perfusion durchgeführt, die Hirne der Tiere entnommen und für die 
immunhistochemischen Untersuchungen vorbereitet. Unter Leitung von Heike Franke habe ich die 
Immunfluoreszenzfärbungen realisiert, um die Präparate dann mit Hilfe des konfokalen Mikroskops zu 
beurteilen. Mit Ausnahme der spektrometrisch gewonnenen Aufnahmen, mit denen Anja Penk verblindet 
gearbeitet hat, habe ich sämtliche Experimente selbst ausgewertet und die Resultate zueinander in 
Verbindung gesetzt. Anja Penk hat die NMR-Spektrometrie im Teil Material und Methoden beschrieben und 
jene Abbildungen erstellt, die spektrometrische Aufnahmen beinhalten, während ich das übrige Manuskript 
verfasst und die Abbildungen zusammengestellt habe. Schließlich haben mir Wolfgang Nörenberg und 
Michael Schaefer geholfen, die Arbeit zu veröffentlichen. 
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2.2.3 Erratum to: Lack of functional P2X7 receptor aggravates brain edema development after 
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3 Diskussion 
Um P2X7 gezielt und therapeutisch modulieren zu können, bedarf es vor allem eines detaillierten 
Verständnisses zur Expression und Funktion des Rezeptors im zellulären Netzwerk sowie der 
Kommunikationswege, derer er sich bedient. In der Forschung werden Modulatoren eingesetzt, um 
Antworten auf derartige Fragen zu finden – und im Idealfall stellen diese Modulatoren auch eine Basis für die 
Entwicklung von zukünftigen Therapeutika dar. Mit TIIAS konnte hier ein neuer P2X7-Modulator identifiziert 
werden, dessen IC50 am hP2X7 im niedrigen mikromolaren Bereich liegt. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, 
dass TIIAS sich bezüglich seiner pharmakodynamischen Eigenschaften deutlich von TIIA, einem chemisch 
verwandtem Wirkstoff, unterscheidet. In der Arbeit „Tanshinone II A sulfonate, but not tanshinone II A, acts 
as potent negative allosteric modulator of the human purinergic receptor P2X7” wurde die Wirkung von TIIAS 
in verschiedenen in vitro-Modellen belegt. Die Schlussfolgerungen basieren auf Ergebnissen, die durch 
Messungen am rekombinant exprimierten Rezeptor und in humanen Primärzellen gewonnen wurden. 
Aufgrund der Tatsache, dass TIIAS speziesspezifisch wirkte und mit wesentlich geringerer Potenz an den 
Rezeptoren mP2X7 und rP2X7 angriff (Publikation 1, Abbildungen 1A-C, 2, S2), konnten allerdings keine in 
vivo-Daten an diesen präklinischen Tiermodellen erhoben werden. 
Im Rahmen eines Screenings fiel TIIAS als potenzieller Antagonist von hP2X7 auf. Von anderen 
Wissenschaftlern wurden TIIA und dessen synthetisches Derivat TIIAS als gleichwertige Analoga zur 
Behandlung kardiovaskulärer Erkrankungen eingesetzt (CHEN und XU 2014, SHANG et al. 2012, XU und LIU 
2013). Überraschenderweise wurde in der vorliegenden Arbeit aber festgestellt, dass TIIA im Gegensatz zu 
TIIAS den P2X7-vermittelten Calciumeinstrom nicht moduliert. Dieses Ergebnis bestätigte sich auch bei 
Verwendung deutlich höherer Konzentrationen TIIA; es war gleichfalls reproduzierbar, wenn statt 
fluorometrischer Messungen des Calciumeinstroms Ganzzellströme ausgewertet wurden (Publikation 1, 
Abbildungen 1B, S7). Zusätzliche fluorometrische Messungen zeigten, dass chemisch verwandte Substanzen 
wie Cryptotanshinon und Dihydrotanshinon ebenfalls keine messbare Wirkung auf P2X7 hatten (Daten nicht 
publiziert). 
Im Rahmen der hier vorgestellten Studie wurden Experimente zur Wirkung von TIIAS auf die Porendilatation 
von P2X7 durchgeführt. Zum Zeitpunkt dieser Studien nahm man noch an, dass eine verlängerte Exposition 
gegenüber ATP zu einer Erhöhung der Permeabilität für Moleküle mit einer Größe von bis zu 900 Da führe, 
womit der Einstrom von YO-PRO-1 erklärt wurde (LI et al. 2015, VIRGINIO et al. 1999). Und tatsächlich konnte 
hier gezeigt werden, dass sowohl TIIAS als auch bekannte P2X7-Antagonisten den Einstrom von YO-PRO-1 in 
HEK-Zellen und Makrophagen hemmen (Publikation 1, Abbildungen 2, 8). Uneinigkeit bestand unter 
Wissenschaftlern in aller Welt jedoch lange Zeit darin, wie diese gesteigerte Permeabilität zustande kommen 
sollte: Lag ihr eine bedeutende Erweiterung des Ionenkanals zugrunde, oder waren in diesen Vorgang weitere 
Proteine involviert (NORTH 2002)? Als Kandidaten für Proteine, die von P2X7 rekrutiert werden könnten, 
wurden Pannexin-Hemikanäle vorgeschlagen (PELEGRIN 2011). Aber auch Gegenargumente gegen die These 
der Involvierung von Pannexin-Hemikanälen wurden vorgebracht (ALBERTO et al. 2013). Niemand sollte 
Recht behalten. Neuen Erkenntnissen zufolge resultiert der Eindruck der verzögerten Porendilatation allein 
aus der begrenzten Permeabilität des Ionenkanals für derartige Moleküle. So dauert es länger, bis ihre 
intrazellulären Konzentrationen messbar werden (LI et al. 2015). Damit sind Messungen zum YO-PRO-1 
Uptake zwar nach wie vor eine Möglichkeit, Aktivierung und Hemmung von P2X7 zu untersuchen, allerdings 
basieren die Ergebnisse auf denselben Mechanismen, die auch zur Modulation des Ca2+-Einstroms führen. 
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Ein Vergleich der Wirkung von TIIAS auf die Rezeptoren von Maus, Ratte und Mensch ergab eine besonders 
hohe Potenz der Substanz an hP2X7, eine verminderte Aktivität an rP2X7 und praktisch keine Wirkung auf 
mP2X7. Es ist bekannt, dass P2X7-Modulatoren sehr häufig eine speziesspezifische Wirkung zeigen (MICHEL 
et al. 2009). Das trifft auch auf TIIAS zu und bedeutet neue Herausforderungen, was die Überprüfung einer 
P2X7-Antagonisierung durch diesen Wirkstoff in vivo betrifft. Uninteressant wäre eine solche Folgestudie 
keinesfalls: Wie oben erläutert, führt die Aktivierung von P2X7 beispielsweise zur Freisetzung von Zytokinen 
wie IL-1β und TNF-α, wobei diesen Mediatoren sowohl neurodegenerative als auch neuroprotektive 
Wirkungen zugeschrieben werden (SONG et al. 2013, TURRIN und RIVEST 2006). In vivo-Experimente könnten 
daher helfen, die Frage zu klären, ob eine Antagonisierung von P2X7 bei Pathologien wie dem Hirninfarkt 
vielleicht eine Möglichkeit für ein therapeutisches Eingreifen darstellt. Zur experimentellen Aufklärung der 
Frage bedarf es allerdings einer Versuchstierspezies, in der TIIAS mit ausreichend hoher Potenz P2X7 
blockiert. An dieser Stelle können leider keine Angaben dazu gemacht werden, ob TIIAS bei weiteren 
Tierarten wirksam ist. Auch die Möglichkeit, dass keine der etablierten Versuchstierarten zur weiteren 
Untersuchung der Substanz geeignet ist, muss in Betracht gezogen werden. Dann müssten Alternativen 
gesucht werden. Eine interessante Option wäre beispielsweise die Arbeit mit kultivierten humanen Zellen 
und Geweben. So wurden bereits Methoden zur Anzucht von Mischkulturen aus humanem, fetalen 
Hirngewebe etabliert, wobei diese Kulturen funktionelle Neuronen und Gliazellen enthalten und über 
mindestens 40 Tage vital gehalten werden können (RAY et al. 2014). Weiterhin kann Hirngewebe nach dem 
Tod entnommen und über Wochen erhalten werden (VERWER et al. 2002) und auch die in vitro-Kultivierung 
resezierten Tumorgewebes ist möglich (HASSELBACH et al. 2014). Diese Ansätze bergen durchaus Vorteile: 
Es ließen sich weitere Tierversuche und das Problem der Übertragung von tierexperimentellen Daten auf den 
Menschen vermeiden. Des Weiteren sollte jede zukünftige Studie zur Wirksamkeit von TIIAS Untersuchungen 
zur molekularen Zielstruktur des Wirkstoffes umfassen, wobei neben P2X7 auch die übrigen bekannten 
Targets in Betracht gezogen werden sollten (Publikation 1, Tabelle 1). 
Wie im vorigen Absatz bereits angedeutet, mangelt es an potentiellen Einsatzgebieten für P2X7-Modulatoren 
nicht: Auch wenn P2X7 im gesunden Gewebe bisher keine Bedeutung zugewiesen wurde, wurde eine 
Beteiligung des Rezeptors an einer Vielzahl pathologischer Vorgänge gezeigt. Tuberkulose, Atherosklerose, 
rheumatoide Arthritis und Hirninfarkt seien hier als Beispiele genannt (LISTER et al. 2007). Auf den ersten 
Blick mögen diese Erkrankungen nur wenige Gemeinsamkeiten aufweisen, doch können an allen 
entzündliche Prozesse beteiligt sein bzw. sind als ursächlich zu bezeichnen: 
 So sind Mykobakterien in der Lage, in Makrophagen zu überleben, indem sie die Fusion von 
Phagosom und Lysosom hemmen. Eine Aktivierung des von Makrophagen exprimierten P2X7 hebt 
diese Hemmung auf. Die Bakterien können im nun entstehenden Phagolysosom abgetötet werden 
(MILLER et al. 2011). In Bezug auf die Tuberkulose ist zudem zu erwähnen, dass P2X7 ebenfalls an 
der Bildung von den für die granulomatöse Entzündung charakteristischen vielkernigen Riesenzellen 
beteiligt sein könnte (LISTER et al. 2007). 
 Des Weiteren führt eine P2X7-Aktivierung zur Freisetzung von IL-6 und dieses Zytokin trägt zur 
Aufrechterhaltung chronischer entzündlicher Prozesse im Rahmen der Atherosklerose und 
rheumatoiden Arthritis bei (HARTMAN und FRISHMAN 2014, MD YUSOF und EMERY 2013). 
 Während ein Hirninfarkt traditionell nicht als entzündliche Erkrankung behandelt wird, kommt es 
aufgrund des Zelluntergangs zur Freisetzung größerer Mengen ATP, zur Aktivierung verschiedener 
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Signalkaskaden und P2X7, und schließlich zu einer Neuroinflammation. Eine andauernde 
Neuroinflammation verschlechtert die Prognose von Schlaganfallpatienten wesentlich und wird 
sogar als Hauptmechanismus der sekundären Hirnschädigung angesehen (PEDATA et al. 2015). 
Wenn auch die eben genannten Erkrankungen nur Beispiele für pathologische Zustände sind, an deren 
Entwicklung P2X7 beteiligt ist, so zeigen sie doch bereits sehr gut auf, dass je nach Ätiologie und klinischem 
Bild entweder eine Aktivierung oder eine Hemmung des Rezeptors therapeutisch sinnvoll sein kann. Im Fall 
einer Infektion mit Mykobakterien könnte eine Aktivierung des Rezeptors zur Abtötung von Bakterien 
beitragen. Auf der anderen Seite ist P2X7 entscheidend an der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine 
beteiligt, weshalb eine Antagonisierung des Rezeptors zu einer Entzündungshemmung beiträgt, von der man 
sich unter bestimmten Umständen eine positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufes erhofft (LISTER et al. 
2007). Der therapeutische Einsatz von Antagonisten wie TIIAS wäre hier also grundsätzlich denkbar. 
Hinsichtlich der Neuroinflammation sind die Verhältnisse weniger klar und es scheint, als gäbe es Zustände, 
in denen eine Aktivierung des Rezeptors vorteilhaft wäre, während unter anderen pathophysiologischen 
Gegebenheiten das genaue Gegenteil der Fall ist. 
In diesem Kontext wurde die Arbeit „Lack of functional P2X7 receptor aggravates brain edema development 
after middle cerebral artery occlusion“ angefertigt. Sie zeigt, dass das Fehlen eines funktionellen P2X7-
Rezeptors in der initialen Phase nach zerebraler Ischämie zur verstärkten Entwicklung eines Hirnödems 
beiträgt. Bei der Bewertung der hier erzielten Resultate und ihrem Vergleich mit solchen, die durch andere 
Wissenschaftler publiziert wurden, ist das gewählte Tiermodell unbedingt zu berücksichtigen. Zur Induktion 
einer fokalen zerebralen Ischämie durch MCAO stehen verschiedene Tiermodelle zur Verfügung, deren Vor- 
und Nachteile in einem kürzlich veröffentlichten Review ausführlich erläutert wurden und die hier nur kurz 
zusammengefasst werden sollen (FLURI et al. 2015): Die invasivste Methode beruht auf einer Gefäßligation 
nach Kraniotomie. Weiterhin kann gezielt ein Thrombus in das Gefäß gesetzt (embolische MCAO) oder dort 
durch Bestrahlung induziert werden (Photothrombose). Die pathophysiologischen Abläufe nach embolischer 
MCAO entsprechen denen nach humanem Hirninfarkt sehr gut und die Methode eignet sich hervorragend 
für thrombolytische Studien. Sie liefert allerdings weniger gut reproduzierbare Infarkte. Nach 
photothrombotischem Gefäßverschluss ist im Gegensatz zum Schlaganfall beim Menschen keine Penumbra 
erkennbar. In der vorgestellten Arbeit fand die Filamentmethode Anwendung, bei der ein dünnes Filament 
vorsichtig bis zur mittleren Zerebralarterie vorgeschoben wird. Diese Methode liefert bei geringer Invasivität 
und Erhalt der Blut-Hirn-Schranke sehr gut reproduzierbare Resultate, wenn für die einzelnen Tiere 
silikonüberzogene Fäden gleichen Durchmessers verwendet werden (FLURI et al. 2015). Die hohe 
Reproduzierbarkeit ermöglichte es auch, die für die hier vorgestellte Studie benötigte Tierzahl gering zu 
halten. Da die Filamentmethode sehr weit verbreitet ist (HOWELLS et al., 2010), ist eine hohe 
Vergleichbarkeit mit vielen bereits veröffentlichten Studien zu zerebralem Infarkt und Hirnödembildung 
gegeben (z.B. CHIN et al. 2013, GERRIETS et al. 2004).  
Hirnödeme treten als lebensbedrohliche Komplikationen nach Hirninfarkten auf und der mit ihnen 
einhergehende, erhöhte intrakranielle Druck kompromittiert benachbarte Hirnstrukturen, was die Prognose 
für den Patienten verschlechtert (HUTCHINSON et al. 2007). Effektive therapeutische Maßnahmen müssen 
gefunden werden, um das Hirnödem und die dadurch verursachten Gewebeschäden zu begrenzen. Bis heute 
kennt man weder in der Pharmakologie noch in der Chirurgie eine wirklich zufriedenstellende Methode zur 
Prophylaxe oder Therapie des Hirnödems. Jede Behandlung eines Hirnödems hat die Senkung des 
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intrakraniellen Drucks zum Ziel. Mannitol, Glycerol und hypertone NaCl-Lösung werden zur Osmotherapie 
eingesetzt (BARDUTZKY und SCHWAB 2007). Ihre Hauptwirkung besteht darin, über eine erhöhte Osmolarität 
des Blutes Wasser aus dem ödematisierten Gewebe auf der anderen Seite der Blut-Hirn-Schranke zu ziehen. 
Gestört wird dieser Vorgang bei Defekten der Blut-Hirn-Schranke; gesundes Gewebe unterliegt dagegen der 
Gefahr einer Dehydratation. Obwohl jeder dieser Therapieoptionen spezifische Vor- und Nachteile 
zugeschrieben werden, fehlt es nach wie vor an wissenschaftlichen Belegen zu ihrer Wirksamkeit. Es wird 
auch versucht, mithilfe von Vasokonstriktoren den zerebralen Blutfluss zu mindern, oder diesen Effekt durch 
die Gabe von Barbituraten und einer Reduktion des zerebralen Metabolismus zu erreichen (BARDUTZKY und 
SCHWAB 2007). Die Wirksamkeit dieser Methoden ist ebenfalls nicht sicher und sie bergen das Risiko, den 
zerebralen Blutfluss bis zur Ischämie zu reduzieren. Die erhöhte Überlebensrate nach operativer 
Dekompression durch eine Hemikraniektomie erkauft man sich dagegen mit einem höheren Risiko einer 
bleibenden Behinderung (BARDUTZKY und SCHWAB 2007).  
Ein weiteres therapeutisches Problem besteht darin, dass im Laufe der ersten Tage nach ischämischem 
Infarkt verschiedene Pathomechanismen zur Ödembildung beitragen. Entsprechend dem klassischen Modell 
kommt es in der initialen postischämischen Phase zunächst zu einem zytotoxischen Ödem (UNTERBERG et 
al. 2004). Die drastische Reduktion der Blutversorgung des betroffenen Gewebes geht mit einer 
verminderten Energiebereitstellung einher, die wesentlich zu einer Reduktion der Na+-K+-ATPase-Aktivität 
beiträgt. Infolgedessen kommt es zu einer Erhöhung der intrazellulären Ionenkonzentration, die einen 
Wassereinstrom nach sich zieht, der sowohl über die Lipidschicht als auch über intramembranale 
Wasserkanäle, sogenannte Aquaporine, erfolgt (LIANG et al. 2007). Der Zusammenbruch des 
Membranpotenzials infolge der verminderten Na+-K+-ATPase-Aktivität stört auch andere Transporter und 
Signalkaskaden und resultiert z.B. in einer verminderten Ausschleusung von Protonen mit nachfolgender 
zytosolischer Azidifizierung (MURPHY und EISNER 2009). Die Azidifizierung wiederum beeinträchtigt aktive 
und sekundär aktive Transporter massiv (RUFFIN et al. 2014). Das Ergebnis der Osmolaritätsverschiebungen 
ist ein Zellödem, das allein jedoch noch keinen Anstieg des intrakraniellen Drucks bedingt, sondern vielmehr 
das Resultat einer Umverteilung vorhandener Volumina ist. Wasser und Ionen diffundieren schließlich aber 
auch aus dem Intravasal- in den Extrazellulärraum (LIANG et al. 2007). Dieser Vorgang ist primär die Folge 
einer Verschiebung der osmotischen Gleichgewichte und mit einer pathologischen Erhöhung des 
intrakraniellen Drucks verbunden (UNTERBERG et al. 2004). Zu einem späteren Zeitpunkt kommt es zum 
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und einer starken Erhöhung der Kapillarpermeabilität, damit zur 
Exsudation und zum vasogenen Hirnödem (BARDUTZKY und SCHWAB 2007). In der hier vorgestellten Arbeit 
wurde die Hypothese aufgestellt, dass zytotoxisches und vasogenes Ödem pharmakologisch unterschiedlich, 
im Fall von P2X7 sogar gegensätzlich beeinflusst werden können. Eine solche Theorie ist für den Wasserkanal 
Aquaporin 4 bereits bewiesen: Er trägt sowohl zur Bildung des zytotoxischen Hirnödems als auch zum Abbau 
des vasogenen Ödems bei (JUENEMANN et al. 2015, SAADOUN und PAPDOPOULUS 2010). Um die 
vorgenannte Hypothese überprüfen zu können, war es notwendig, beide Ödemformen getrennt 
darzustellen. Dazu eignet sich die Magnetresonanztomographie, wie sie in der vorliegenden Studie zum 
Einsatz kam: Während sich das zytotoxische Ödem durch eine Reduktion des scheinbaren 
Diffusionskoeffizienten auszeichnet, weil die Wassermoleküle vermehrt intrazellulär liegen, steigt dieser 
Koeffzient theoretisch bei Auflösung der Diffusionsbarrieren und Ausbildung eines vasogenen Ödems wieder 
an (DIJKHUIZEN und NICOLAY 2003). Der erneute Anstieg des Diffusionskoeffizienten konnte hier nicht 
beobachtet werden, wohl aber die signifikante Reduktion des scheinbaren Diffusionskoeffizienten nach 
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zerebralem Infarkt (Publikation 2, Abbildung 2, untere Reihe, und Tabelle 1). Zudem wurde eine verlängerte 
transversale Relaxationszeit (T2-Zeit) gemessen (Publikation 2, Abbildung 2, obere Reihe, und Tabelle 1), die 
durch den Anstieg des interstitiellen Wassergehaltes bedingt ist und damit die Bildung eines vasogenen 
Ödems anzeigt. Das bedeutet einerseits, dass die nach 24 Stunden erhobenen Ergebnisse bereits ein Bild der 
Überlagerung von zytotoxischem und vasogenem Hirnödem zeichnen. Andererseits müssten Aufnahmen, die 
auf die möglichst unverfälschte Darstellung des zytotoxischen Ödems abzielen, sehr früh nach Setzen des 
Hirninfarkts gemacht werden. Auch an anderer Stelle wurde schon auf das sehr zeitige Einsetzen des 
vasogenen Ödems hingewiesen (GERRIETS et al. 2004). Leider wurden in der vorliegenden Arbeit aber keine 
Messungen innerhalb der ersten Stunden nach Infarkt durchgeführt, weshalb die Hypothese, dass die 
protektive Funktion von P2X7 durch eine Reduktion des frühen, zytotoxischen Ödems bedingt ist, zum 
gegenwärtigen Zeitpunkt nicht belegt werden kann. 
In vorangegangenen Studien zur Beteiligung von P2X7 an zellulären Reaktionen bei Hirntraumata 
und -ischämie wurden widersprüchliche Ergebnisse gewonnen (KIMBLER et al. 2007, LE FEUVRE et al. 2003, 
YANAGISAWA et al. 2008), die von Wissenslücken bezüglich intrazellulärer Signalkaskaden und interzellulärer 
Kommunikation zeugen. Ein Großteil der Studien zu P2X7 und seiner Rolle im ZNS konzentrierte sich auf die 
P2X7-vermittelte Freisetzung von IL-1β, einem proinflammatorischen Zytokin, dem in verschiedenen 
Modellen der Hirnschädigung nachteilige Effekte zugeschrieben werden konnten (BROUGH et al. 2011). 
Aufgrund dieser Resultate wurden Studien zur Wirkung des IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1Ra) auf 
Infarktgröße, Hirnödem, Neuronenüberleben und Blut-Hirn-Schranke angestellt: Die neuroprotektive 
Wirkung des IL-1Ra konnte in einer Studie nachgewiesen werden, in der bei Ratten ein ischämischer Infarkt 
durch transiente MCAO provoziert wurde (GREENHALGH et al. 2010): Bei Applikation des Antagonisten 
entwickelten sich weniger große Infarkte und begleitende Hirnödeme. Diese Ergebnisse wurden in einer 
späteren Studie bestätigt (PRADILLO et al. 2012). Tatsächlich hat sich der IL-1Ra bereits in Phase-II-Studien 
zur Therapie des Hirninfarkts bewährt (EMSLEY et al. 2005). Da eine Antagonisierung von P2X7 eine 
verminderte Freisetzung von IL-1β zur Folge hat, könnte man nun also annehmen, dass ein P2X7-Block 
ähnliche Wirkungen hervorruft wie eine Antagonisierung des IL-1-Rezeptors. Es gibt auch Untersuchungen, 
die genau diesen Zusammenhang belegen. So wurde in einer in vivo-Studie gezeigt, dass sowohl der Knockout 
von P2X7 als auch dessen pharmakologische Antagonisierung zu einer Reduktion des Hirnödems nach 
experimenteller Hirnschädigung führen (KIMBLER et al. 2012). Der P2X7-vermittelte Effekt wurde über eine 
verminderte Freisetzung von IL-1β erklärt (KIMBLER et al. 2012). Andere Arbeitsgruppen zeigten jedoch 
genau das Gegenteil und legten Ergebnisse vor, nach denen P2X7 eine schützende Rolle nach Hirnschädigung 
einnimmt (YANAGISAWA et al. 2008).  
Wie lassen sich die erwähnten Widersprüche erklären? So erfordert der Weg zu aktivem IL-1β im 
Extrazellulärraum mehrere Schritte: Werden von Toll-like Rezeptoren oder ähnlichen Strukturen 
Gefahrensignale erkannt, die eine bestehende Infektion oder einen Gewebeschaden anzeigen, wird die 
Genexpression angeregt und vermehrt inaktives pro-IL-1β synthetisiert (BAUERNFEIND et al. 2009). Dieses 
muss zur Aktivierung durch Caspase-1 enzymatisch gespalten werden, wobei das Enzym selbst auf eine 
Aktivierung im Inflammasom angewiesen ist (SCHRODER et al. 2012), wobei es sich hier um einen 
Proteinkomplex handelt, der aus dem aus Nod-like-Rezeptor-Protein 1, einem Adaptorprotein und den 
Caspasen 1 und 5 besteht (HENAO-MEJIA et al. 2012). P2X7 greift in diesen Prozess auf der Stufe der 
Inflammasomaktivierung und bei der Ca2+-vermittelten Freisetzung IL-1ß gefüllter Vesikel ein (CARROLL et al. 
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2009). Zusätzlich initiiert, reguliert und unterbricht allerdings auch eine Vielzahl weiterer Faktoren die IL-1β-
Synthese und -Freisetzung (LAMPRON et al. 2013). In der eingangs präsentierten Studie zur Antagonisierung 
von P2X7 durch TIIAS wurde mit humanen Makrophagen gearbeitet. In diesen Zellen lag der durch P2X7-
Aktivierung freigesetzte Anteil am Gesamtpool des IL-1β bei 16%. Das bedeutet jedoch auch, dass neben 
P2X7-vermittelten Effekten noch weitere Faktoren einen signifikanten Einfluss auf die IL-1β- Freisetzung nach 
Hirnschädigung ausüben. Auch ist daran zu denken, dass IL-1β nicht ausschließlich schädigende Wirkungen 
vermittelt (CARLSON et al. 1999, SONG et al. 2013). Weiterhin ist die Reifung und Freisetzung von IL-1β nur 
einer von vielen durch P2X7 vermittelten Effekten. Die Aktivierung von P2X7 zieht zwar die Freisetzung 
weiterer pro-inflammatorischer Mediatoren wie IL-6 und IL-18 nach sich, aber auch die von TNF-α und dem 
IL-1Ra selbst (WILSON et al. 2004). TNF-α werden sowohl neurotoxische als auch neuroprotektive Wirkungen 
zugeschrieben (LISTER et al. 2007, SUZUKI et al. 2004). Sehr wahrscheinlich geben die bestehenden 
Konzentrationsverhältnisse zwischen diesen Faktoren sowie lokale Unterschiede, die wiederum vom Zelltyp 
und dem Differenzierungsstatus abhängen, in ihrer Gesamtheit den Ausschlag dafür, ob P2X7 die 
(Neuro-)Inflammation fördert oder bremst. 
Die hier vorgestellte Studie beweist, dass P2X7 eine neuroprotektive Wirkung vermitteln kann. Allerdings 
werfen die erzielten Ergebnisse auch eine Vielzahl von Fragen auf, über deren Antworten zum jetzigen 
Zeitpunkt nur spekuliert werden kann. Eine umfangreiche Folgestudie wäre notwendig, um den Einfluss des 
Rezeptors auf die Entwicklung des zytotoxischen Hirnödems und den Aktivierungszustand der Glia während 
dieser Phase zu ermitteln. Die Hypothese, dass eine verringerte Expression von Aquaporin 4 und deren vom 
Zustand der Blut-Hirn-Schranke abhängigen Folgen eine Erklärung für die neuroprotektiven oder schädlichen 
Auswirkungen einer P2X7-Aktivierung bieten könnte, könnte in einer Folgestudie überprüft werden, indem 
beispielsweise immunhistochemische Untersuchungen mit Antikörpern gegen diesen Wasserkanal 
durchgeführt werden. Es wäre auch interessant, zu erfahren, ob M1 und M2 Mikroglia in unterschiedlicher 
Art und Weise am pathophysiologischen Geschehen nach Infarkt beteiligt sind. Weiterhin könnten 
Messungen der Konzentrationen von IL-1β, IL-1Ra und TNF-α im Hirngewebe Aufschluss darüber geben, ob 
diese Zytokine P2X7-abhängig die Ödementwicklung beeinflussen. Es ist zu bedenken, dass für eine solche 
Studie eine nicht unbedeutende Anzahl an Versuchstieren gebraucht würde. Zudem wäre es sehr 
empfehlenswert, neben dem Vergleich zwischen Wildtyp-Mäusen und P2X7-/- einen weiteren, gänzlich 
anderen Ansatz zu wählen, z.B. die pharmakologische Modulation des Rezeptors. So ließen sich Zweifel an 
der Tatsache beseitigen, dass der beobachtete Phänotyp tatsächlich auf P2X7 zurückzuführen ist. Es ist 
nämlich auch denkbar, dass zwischen den beiden Mausstämmen aufgrund stattgefundener Gendrift weitere 
Unterschiede bestehen, die sich auf die Entstehung von ischämischem Infarkt und Hirnödem auswirken. 
Weiterhin sei auf das Problem der potentiellen Übertragung flankierender Gene hingewiesen (LUSIS et al. 
2007). Die große Bedeutung des Hirninfarkts in der Humanmedizin rechtfertigt den Aufwand für eine 
derartige Folgestudie, die im Rahmen dieser Dissertation leider nicht mehr realisierbar war. 
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Einleitung 
Der ATP-getriggerte Ionenkanal P2X7 ist als purinerger Oberflächenrezeptor besonders auf Zellen des 
Immunsystems und auf Gliazellen im Nervensystem exprimiert. Seine Aktivierung führt zur Freisetzung 
proinflammatorischer Zytokine, zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies sowie zu einer Beeinflussung des 
Zellzyklus. Zwar konnte eine Beteiligung des Rezeptors an verschiedenen entzündlichen und degenerativen 
Erkrankungen nachgewiesen werden, allerdings bestehen nach wie vor viele Unstimmigkeiten darüber, ob 
P2X7 im Einzelfall protektiv oder schadend wirkt. Eine therapeutische Modulation des Rezeptors gestaltet 
sich daher bis heute schwierig. Weiterhin wurde trotz intensiver Bemühungen um selektive, potente P2X7-
Modulatoren bisher kein Wirkstoff über Phase-II-Studien hinaus entwickelt. 
Ziele der Untersuchungen 
Der erste Teil der Arbeit beschreibt eine Studie zur Identifikation neuer P2X7-Modulatoren und deren 
Charakterisierung hinsichtlich Potenz, Bindeverhalten und Speziesspezifität. Ziel dieser Studie war es, die 
Basis für die Entwicklung möglicher neuer Therapeutika zu legen, für die ein hoher Bedarf besteht.  
Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Beteiligung des P2X7-Rezeptors an den pathophysiologischen 
Vorgängen nach einem Hirninfarkt untersucht. Besondere Aufmerksamkeit lag dabei auf dem Einfluss, den 
der Rezeptor auf die Bildung eines begleitenden, oftmals fatalen Hirnödems ausübt. 
Materialen und Methoden 
In einer Wirkstoffbibliothek enthaltene zugelassene Pharmaka und Naturstoffe wurden auf ihre Wirksamkeit 
am rekombinant exprimierten humanen P2X7-Rezeptor (hP2X7) getestet. Dazu wurde gemessen, inwiefern 
diese Wirkstoffe den P2X7-vermittelten Ca2+-Einstrom modulieren können. Für potenziell selektive 
Substanzen wurden Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt. Für den potenten Inhibitor Tanshinon II A-
Sulfonat (TIIAS) und den chemisch verwandten Wirkstoff Tanshinon II A (TIIA) erfolgte diese Untersuchung 
auch an den rekombinant exprimierten P2X7-Rezeptoren von Maus (mP2X7) und Ratte (rP2X7). Weiterhin 
erfolgte eine detaillierte, auf elektrophysiologischen Untersuchungen basierende Darstellung der 
pharmakodynamischen Eigenschaften von TIIAS. Die Selektivität der Wirkung gegenüber P2X2 und P2X4 
wurde mithilfe entsprechender Zelllinien geprüft. Die Wirkung modulierender Pharmaka am nativen 
Rezeptor wurde in humanen, aus peripheren Blutmonozyten gereiften Makrophagen überprüft, wozu neben 
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der Darstellung des Ca2+-Einstroms auch ein IL-1β-ELISA eingesetzt wurde. In allen Experimenten wurde die 
Beteiligung von P2X7 über bekannte Antagonisten verifiziert. 
Um zu klären, inwiefern P2X7 die pathophysiologischen Abläufe nach Hirninfarkt beeinflusst, wurde bei 20 
P2X7-defizienten Mäusen (P2X7-/-) und bei 22 zugehörigen Wildtyp-Mäusen (WT) eine zerebrale Ischämie 
induziert, indem die mittlere Zerebralarterie mit einem dünnen Faden für 60 Minuten transient verschlossen 
wurde (middle cerebral artery occlusion, MCAO). In den folgenden 72 Stunden wurde über klinische 
Methoden und Magnetresonanzuntersuchungen die Entwicklung neurologischer Defizite, der Infarktgröße 
und des begleitenden Hirnödems evaluiert. Nach schmerzloser Tötung und Hirnentnahme wurden 
immunhistologisch die Aktivierung und Verteilung von Mikroglia und Astrozyten sowie der Zustand des 
Gefäßendothels untersucht. Sham-operierte Tiere dienten in allen Experimenten als Kontrollen. 
Ergebnisse 
TIIAS hemmte hP2X7 mit einer IC50 von 4.3 μM, während die Potenz an mP2X7 geringer war und rP2X7 kaum 
geblockt wurde. TIIA modulierte P2X7 nicht. TIIAS hemmte als allosterischer Antagonist die Öffnung des 
Ionenkanals und band vermutlich an eine intrazelluläre Bindestelle. Die Wirkung von TIIAS wurde in humanen 
Makrophagen bestätigt, in denen der Wirkstoff den Ioneneinstrom und die IL-1β-Freisetzung hemmte. 
Obwohl die neurologische Untersuchung von P2X7-/-- und WT-Mäusen nach MCAO keine signifikanten 
Unterschiede ergab, zeigte sich in der bildgebenden Diagnostik, dass P2X7-/--Mäuse binnen 24 Stunden nach 
der OP ein signifikant stärkeres Hirnödem entwickelten, welches nicht durch Unterschiede in der 
Infarktgröße bedingt war. Der Infarkt führte in beiden Gruppen zu einer Gliaaktivierung, die im Fall der 
Mikroglia in Abwesenheit von P2X7 allerdings reduziert war. Differenzen hinsichtlich der Aktivierung von 
Astrozyten und der Expression von Laminin im Kapillarendothel wurden nicht festgestellt. 
Schlussfolgerungen 
Im Gegensatz zu TIIA, das häufig als gleichwertiger Wirkstoff eingesetzt wird, blockt TIIAS hP2X7 
speziesspezifisch mit einer hohen Potenz. Maus und Ratte scheiden aufgrund der geringen Wirkung von TIIAS 
leider als Tiermodelle aus, um die Wirkung von TIIAS in vivo zu prüfen. Weitere Arbeiten sind notwendig, um 
die Potenz von TIIAS in anderen Spezies zu evaluieren oder Alternativen zum Tierversuch zu finden und eine 
mögliche therapeutische Anwendung bei Erkrankungen mit P2X7-Beteiligung zu testen. 
P2X7 beeinflusst die pathophysiologischen Vorgänge nach einem Hirninfarkt und begrenzt die Entwicklung 
eines zytotoxischen Hirnödems, nicht aber die des vasogenen Hirnödems, das sich zeitversetzt einstellt. Eine 
mögliche Erklärung für diesen Sachverhalt bieten die unterschiedlichen Funktionen, die Gliazellen zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach zerebraler Ischämie übernehmen. Unsere Ergebnisse deuten auch darauf 
hin, dass verschiedene Tiermodelle des zerebralen Infarkts nicht in allen Punkten vergleichbar sind. 
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Introduction 
ATP-gated ion channel P2X7 is a purinergic cell surface receptor which is mainly expressed on immune and 
glia cell. Upon activation of P2X7, proinflammatory cytokines are released, reactive oxygen species are 
generated and the cell cycle may be altered. In this regard, it has been shown that P2X7 plays a role in 
diseases such as rheumatoid arthritis, Alzheimer’s disease and multiple sclerosis. However, results regarding 
protective or detrimental effects mediated by P2X7 under particular conditions are often inconsistent. Thus, 
up to now, any therapeutic modulation of the receptor remains a challenge. Although intensive research has 
been conducted to find selective, potent P2X7-modulators, no active compound has been developed beyond 
phase II clinical trials. 
Objectives of studies 
The first part of this work describes a study realized to identify new P2X7 modulators and to characterize 
them in terms of pharmacodynamic properties like potency and species specificity. This study was aimed at 
providing a basis for the development of new therapeutic agents, which are urgently needed. 
During the second part of this work, the involvement of P2X7 in pathophysiological processes after cerebral 
infarction was examined. Particular attention was paid to the influence of the receptor on the development 
of an accompanying and often fatal brain edema. 
Material and Methods 
A compound library containing approved drugs and natural compounds was screened for modulators of the 
recombinantly expressed human P2X7 receptor (hP2X7). Therefor, their effect on P2X7-mediated Ca2+ influx 
was evaluated. Concentration-response-curves were established for potentially selective compounds. 
Tanshinone II A sulfonate (TIIAS) turned out to be a potent inhibitor of P2X7. Both TIIAS and tanshinone II A 
(TIIA), the natural compound TIIAS has been derived from, were also tested on recombinantly expressed 
mouse and rat P2X7 (mP2X7 and rP2X7, respectively). Furthermore, electrophysiological assays were 
conducted for a detailed characterization of mechanisms of P2X7 inhibition. Antagonist selectivity was 
revised using cell lines expressing purinergic receptors P2X2 and P2X4. Human monocyte-derived 
macrophages were used in fluorometric calcium and dye-uptake assays as well as an IL-1ß ELISA to evaluate 
the effects of modulating compounds on native P2X7. In all experiments, involvement of P2X7 was verified 
using established P2X7 antagonists. 
Summary 
 58
In order to evaluate whether modulation of P2X7 may affect the outcome after cerebral infarction, cerebral 
ischemia was induced in 20 P2X7-deficient mice (P2X7-/-) and 22 mice of their corresponding wild type (WT) 
by transiently occluding their middle cerebral artery for 60 minutes with a thin filament (middle cerebral 
artery occlusion, MCAO). During 72 hours following surgery, neurological deficits, infarct size and edema 
development were monitored, applying clinical examinations and magnetic resonance measurements. After 
humane killing and brain removal, different antibodies were used in order to evaluate the distribution and 
activation state of microglia and astrocytes as well as the condition of the vascular endothelium. Sham-
operated animals were used as negative controls in all experiments. 
Results 
TIIAS blocked hP2X7 with an IC50 of 4.3 μM, whereas it proved to be less potent at mP2X7 and poorly 
modulated rP2X7. TIIA did not modulate P2X7. TIIAS acted as an allosteric antagonist and reduced the 
opening of the ion channel; it presumably bound to an intracellular binding site. The effect of TIIAS could be 
confirmed in human macrophages. In these cells, TIIAS inhibited the ATP-induced Ca2+ entry, dye-uptake and 
release of IL-1β. 
Although neurological examinations did not reveal significant differences between P2X7-/- and WT mice that 
underwent MCAO, diagnostic imaging revealed that P2X7-/- mice developed significantly more severe brain 
edema within 24 hours after surgery, a development that was not due to differences in infarct sizes. Both 
groups displayed clear signs of activation of glia cells, but only microglia activation was attenuated in the 
absence of P2X7. Differences regarding the activation state of astrocytes or the expression of laminin by 
capillary endothelial cells could not be detected. 
Conclusions 
TIIAS species specifically blocks hP2X7 with a high potency. TIIA does not convey this effect although both 
compounds are frequently used interchangeably. Due to the low potency TIIAS displays at mP2X7 and rP2X7, 
these species unfortunately cannot be used as animal models to evaluate the drug’s effect in vivo. Further 
research is necessary to evaluate the potency of TIIAS at other species’ P2X7 receptors or to find alternatives 
to animal testing in order to study possible therapeutic applications of TIIAS in P2X7-related diseases. 
P2X7 does affect pathophysiological events following cerebral ischemia and restricts cytotoxic brain edema 
development, but does not limit vasogenic cerebral edema formation, which develops at a later stage of the 
disease. The different functions fulfilled by glia cells at distinct points in time after infarction may provide an 
explanation for this interesting fact. The results presented also imply that diverse animal models of cerebral 
ischemia may not be entirely comparable due to differences regarding the pathogenesis of brain edema. 
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